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取方法，进而 MTT法测定提取的绞股蓝皂苷抗肝癌活性。 HPLC 分析确定用体积分数 75 %乙醇
溶液提取绞股蓝总皂苷（GYP），体积分数 45%乙醇提取极性绞股蓝皂苷（GYP1），体积分数 90 %
乙醇提取弱极性绞股蓝皂苷（GYP2）；正交实验结果表明在 70 ℃水浴中以 30 质量的体积分数 45
%乙醇加热提取 12 h为最佳条件提取 GYP1， 在 60 ℃水浴中以 30 质量的体积分数 90 %乙醇加
热提取 6 h 为最佳条件提取 GYP2； 利用 MTT 法测定 GYP、GYP1和 GYP2对肝癌细胞的抑制作
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Abstract： Gynostemma pentaphyllum is known as "Southern Ginseng". It contains triterpenoid
saponins of the dammarane -type structure with the same skeleton of ginsenosides. In this
manuscript， the saponin components of Gynostemma pentaphyllum were analyzed by HPLC，which
choosed the concentration of ethanol extraction，and it was found that that adopted to the extract
gypenosides（GYP） was from 75 % ethanol，polar gypenosides(GYP1) from 45% ethanol，and lower
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polar gypenosides （GYP2） from 90% ethanol. Furthermore，the optimum extraction parameters for
GYP1 and GYP2 were studied by Orthogonal method and listed as follows: GYP1 was extracted with
thirty fold-weight 45 % enthanol in 70 ℃ water bath for 12 h，and GYP2 was extracted with thirty
fold-weight 90% ethanol in 60 ℃ water bath for 6 h. Anti-hepatoma activity was determined tests
by MTT and the results showed that GYP and GYP2 can inhibit hepatoma cell SMCC7721 with IC50
value 165.83 ±14.12 μg/mL and 113.97 ±9.26 μg/mL，respectively. However，GYP1 without any
anticancer activity. The result showed that Gynostemma pentaphyllum exhibited the anti-hepatoma
activity caused by lower polar saponins.
Keywords： Gypenosides， optimum extraction， anti-hepatoma activity
绞 股 蓝 （Gynostemma pentaphyllum Thnmb
Mak.）为 葫 芦 科 绞 股 蓝 属 植 物，俗 称 七 叶 胆、小 苦









































自 HyClone 公司；RPMI1640 和 DMEM 培养基：购自
GIBCO 公司；青霉素钠、链霉素钠：购自上海 Sangon
公司；乙腈：购自 Merck 公司；3-（4，5-二甲基噻唑-




干并剪成 3~5 cm 小段，用高速粉碎机磨成粉末状。
称取 4 份 50 g 绞股蓝粉末于三角瓶中， 分别加入
20 倍量约 1 L 体积的水， 体积分数 45 %，75 %和
95 %乙醇溶剂分 3 次提取； 每次在 60 ℃水浴锅中




称取 4 份 10 g 绞股蓝粉末，分别加入水，体积分
材料与方法1
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数15 %，30 %，45 %的乙醇溶液为溶剂提取绞股蓝
皂苷， 通过 HPLC 分析确定极性绞股蓝皂苷的乙醇
浓度；另称取 4 份 10 g 绞股蓝粉末经极性绞股蓝皂
苷提取后， 再选用体积分数 70%，80%，90%，100%
乙醇溶液提取， 通过 HPLC 分析确定弱极性绞股蓝
皂苷的乙醇体积分数；最后选取溶剂用量、提取温
度和提取时间作为考察因素， 每个因素设 3 个水
平，采用 L9（33）正交实验优化极性和弱极性绞股蓝
皂苷的提取。
1.3.3 绞股蓝皂苷 HPLC分析 色谱条件： 色谱柱
为 Agilent Eclipse XDB-C18 （150 mm×4.6 mm）；柱
温：25 ℃；检测波长：203 nm；流量：1.0 mL/min；进样
量为 20 μL，流动相为：水（A）/乙腈（B）梯度洗脱，流
动相体积比的梯度洗脱条件为 0~8 min：A，80%，B，
20% ；8 ~20 min：A，65% ，B，35% ；20 ~35 min：A，
30% ，B，70% ；35 ~40 min：A，30% ，B，70% ；40 ~50
min：B，100% ；50 ~60 min：B，100% ；60 ~70 min：A，
80%，B，20%。
1.3.4 绞股蓝皂苷质量分数测定 按照文献[12]的
方法，并作适当调整。 配置质量浓度为 2 mg/mL 的
人参皂苷 Rb1 为对照品，以吸光值为纵坐标，样品浓
度为横坐标，绘制标准曲线。 绞股蓝皂苷含量测定
为：取 200 μL 样品液于具塞试管中，加入 800 μL 质
量分数为 5 %香草醛-高氯酸溶液，60 ℃水浴加热
15 min，取出后冷却至室温，用冰醋酸定容成终体积
3 mL，在紫外分光光度计 550 nm 下测定吸光值，根
据标准曲线计算绞股蓝皂苷含量。
1.3.5 MTT 法测定绞股蓝皂苷抗癌活性 利 用
MTT 法 测 定 不 同 质 量 浓 度 （0、6.25、12.5、25、50、
100、200 μg/mL）绞股蓝总皂苷（GYP）、极性绞股蓝
皂苷（GYP1）和弱极性绞股蓝皂苷（GYP2）作用 72 h
后，分别对肝癌细胞 SMCC77221 和 Bel7402 的体外
抑制作用。 具体方法如下：取对数生长期细胞，质量
分数为 0.25%胰酶消化， 用细胞培养液制成细胞数
为 5×104 个/mL 的单细胞悬液， 接种于 96 孔板，每
孔 100 μL。 培养 24 h 后，吸去细胞培养液，分别加
入 100 μL 的对照组培养液和含绞股蓝皂苷的实验
组培养液，每组 4 个重复，共培养 72 h 后，吸去培养
液，每 孔 加 入 MTT （0.5 mg/mL） 200 μL，再 培 养 4
h，吸去上清液，加入 DMSO 200 μL 振荡 10 min，在
酶标仪上读取 570 nm 处吸光度（A570 nm 值）。 细胞抑
制率=（A 对照 组－A 给药 组）/A 对 照组×100%。








多， 而比较绞股蓝 HPLC 图谱洗脱峰可知南靖绞股






时间为 45~60 min 组份皂苷定为弱极性绞股蓝皂苷
（GYP2）。
为选定乙醇体积分数分别提取 GYP1 和 GYP2，
分别选取水， 体积分数 15%，30%，45%乙醇溶液提
取 绞 股 蓝 ， 进 而 再 用 体 积 分 数 70%，80%，90%，
100%乙醇溶液提取，通过 HPLC 分析表明：体积分
数 45%乙醇能有效提取 GYP1 该部分的极性绞股蓝
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图 1 绞股蓝皂苷 HPLC 分析





考察指标， 设定正交实验考察 3 个因素对 GYP1 提
取的影响，正交实验结果见表 1。 由极差 R 可知，各




A3B3C3，即在 70 ℃水浴中，以 30 倍质量的体积分数









考察指标，设定正交实验考察 3 个因素对 GYP2 提
取的影响，正交实验结果见表 2。 由极差 R 可知，各




A3B3C2，即在 60 ℃水浴中，以 30 倍量的体积分数








对肝癌细胞 SMCC77221（图 2a）和 Bel7402（图 2b）
的体外抑制作用。 从图 2 抑制曲线可知：皂苷对肝
癌 细 胞 作 用 72 h 后 ，GYP 和 GYP2 对 肝 癌 细 胞
SMCC7721 有 抑 制 作 用， 半 抑 制 率 IC50 值 分 别 为










1 10 50 4 1.70
2 10 60 8 1.82
3 10 70 12 2.07
4 20 50 8 2.87
5 20 60 12 2.96
6 20 70 4 3.04
7 30 50 12 3.08
8 30 60 4 3.10
9 30 70 8 3.18
K1 1.86 2.55 2.62 /
K2 2.96 2.62 2.62 /
K3 3.12 2.77 2.70 /










1 10 40 3 2.16
2 10 50 6 2.19
3 10 60 9 2.22
4 20 40 6 2.26
5 20 50 9 2.30
6 20 60 3 2.33
7 30 40 9 3.04
8 30 50 3 3.12
9 30 60 6 3.21
K1 2.19 2.49 2.53 /
K2 2.30 2.54 2.56 /
K3 3.12 2.59 2.52 /
R 0.93 0.10 0.03 /
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实验优化提取在 70 ℃水浴中以 30 倍质量的体积
分数 45%乙醇溶液加热提取 12 h 为最佳提取极性
绞股蓝皂苷， 在 60℃水浴中以 30 倍量的体积分数
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Fig.2 Inhibition effect of gypenoside on the growth of Hepatocellular carcinoma cells in vitro
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